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論 文 内 容 要 旨
緒 言
有用 な遺伝子組換 え植物 を作 出す るため には,導 入遺伝子 の発現 を適切 にコ ン トロールす
る プロモ ー ターの開発が必要不可 欠であ る。植物 の形質転換用 に開発 された代 表的 なプロモ
ー ター として ,カ リフ ラワーモザ イクウイルス由来35SRNAプロモー ター(P3∬)があげ ら
れる。P353は,構成 的で強力 な発現 を示 し,最 も広 く用 い られているが,'目的や導 入す る植
物 の種類 によって は発現 が不十分であ る場合が知 られている。P3∬ を改 良 し,通 常 のP3∬
に比較 して数十倍の発 現量 を示す プロモー ターが作 出 されているが,予 期 しないジー ンサ イ
レンシ ングが高頻度 に起 こるこ とが知 られてい る。
また,植 物 の形 質転換 を行 うに際 しては,同 一 のベ クターに目的遺伝子 と選抜マ ー カー遺
伝 子 を含 む複数 の遺伝子 を組み込 むこ とが現在 の ところ一般的だが,利 用で きるプロモ ー タ
ーが限 られるため,P353が繰 り返 し使用 される場 合が多い。 しか しなが ら,同 一核内 に相 同
性 を持つ プロモー ター配列が 反復 して存在 す ると,転 写抑制型 ジー ンサ イレンシング(TGS)
が起 こる可能性が ある。したが って,複数 の遺伝子 を導 入 して安 定的 に発 現 させ るため には,
それぞれ異 なる配列 のプロモー ターを使用す るこ とが必要 と考 え られる。
しか しなが ら,植 物形質転換用 プ ロモー ター として,特 許 に拘束 されず使用 で きる もの は
限 られてお り,P353に匹敵す る実用 的なプロモー ターの開発が求め られ てい る。
本研 究 にお いては,P353改変高発現 プロモ ー ターに よる導入遺伝子 の発現抑制 について解
析 を行 った。また,P355と代替 可能 な植物形質転換用 プロモー ターの開発 を目的 と し,候補
となる プロモー ターにつ いて発現特性 を解析 ・評価 したσ
1.高発現 プロモーターによる導入遺伝子の発現
1.ル シフェラーゼ遺伝子 を高発 現 させ たタバ コにお ける転写後型 ジー ンサイ レンシング
の解析
一
P3∬ 改変 高発現 プロモ ー ターρE12、0を用 いて ホ タル由来 ルシ フェラーゼ遺伝子 を高発現
させ た タバ コで は,高 頻 度で転写 後抑制型 ジー ンサ イ レンシ ング(PTGS)が起 こる(第1
図)。この系 では,暗 所 で ルシフェラーゼ の発光 を検 出す る こ とによ り,非破壊 的に継続 して
PTGSの様 相 を観察で きる。
A B
第1図 導入したホタル由来ルシフェラーゼ遺伝子の不活性化
A:高発現個体,B:PTGS個体
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PTGS個体 におけるル シフェラーゼの発光 をCCDカ メラに よ り詳細 に観察 した ところ(第
2図),茎頂お よび発達 中の花芽 な どの分裂組織 にお いて発光が検 出 された。花器官 の中で も
細胞分裂が終 了 した とみ られ る組織で はPTGSが起 こるが,種 子 は発生 の最 終段階 まで,発
光が確認 された。PTGS植物 か ら得 られた種子 を播種 す る とすべ ての芽生 えで強い発光が検
出 された。次 に,PTGSを起 こ してい る葉 の切片 を培養 してその切 り口か らカルスを誘導 さ
せ る と,新生 カルスにお いてPTGSを起 こ していない もの と同等 の強 い発光が認 め られ,DNA
合成の阻害剤 であるア フィデ ィコ リンを処理す る と,発光 は弱 くな った。これ らの結果 よ り,
PTGSは細 胞分裂 の盛 んな細胞 で は解 除 されるこ と,細 胞 分裂 が終了 した細胞 で は,植 物 の
他 の部分か ら伝 え られるPTGSシグナルのため,新 た にPTGSが起 こる と考え られ た。発達
中の種子で は活発 な細胞分裂 のため にPTGSが阻害 されてお り,親 植物か らPTGSが伝 え ら
れ る前 に物 理的 に隔離 され るため,次 世代 にはPTGSが伝 え られない と考 え られた。
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第2図 細胞増殖が活発な組織 におけるPTGSの解除
A茎 頂の切片におけるルシフェラーゼ遺伝子の発現.赤矢頭:茎頂分裂組織,黄矢頭:未展開葉,Bar=2mm
BPTGS植物の花におけるルシフェラーゼ遺伝子の発現.青矢頭:茎,赤矢頭:半切 された種子,Bar=5mm
CPTGS植物の種子由来の芽生えにおけるルシフェラーゼ遺伝子の発現
Dカ ルスにおけるルシフェラーゼ遺伝子の発現
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2.キ ク形質転換体の作 出 と導入遺伝 子の発現
1)3∬改変高発現 プロモ ー ター(pE120,ρE7∫21)にG確遺伝子お よびエ ンバ ク由来抗菌
性 タ ンパ ク質チ オニ ン遺伝子 を連 結 し,ア グ ロバ クテ リウム法 に よ りキク[Dθ〃4rαη伽 〃2α
創oηd卯o剛〃3(Ramat.)Kitamura](品種 寒 精雪',6倍体)に 導入 したところ,形 質転換体が
42個体得 られた。 しか しなが ら,す べ ての個体 において導入遺伝子の発現 は認め られ なか っ
た。G～∬ 遺伝子 導入個体 に脱 メチル化剤 であ る5'・アザ シチ ジンを処理す ると,G醐 遺伝 子
の発現が一部 で回復 す ることか ら,こ の導 入遺伝子 の不 活化 にはメチル化が関与 してい る と
考 え られた(第3図)。 また,pE120どσ確 を同様 の方法 によ り野生種 であ るキ クタニギ ク
[Dθη4Fα融 αηαδo泥α1θ(Makino)Ling](2倍体)に 導 入 した ところ,形 質転換体が2個 体得
られ た。これ ら形質転換体 にお いては恒常 的にGO8遺 伝子 の発 現が認 め られたが,発 現部位
は毛状突起お よび維管束 の一部 に限 られた(第4図)。 これ らの結 果か ら,P353改変高発現
プロモ ー ターは,キ クにおいて発現抑制 が起 きやす く,導 入遺伝子 の発現 には適 してい ない
と考 え られた。
Aza-C
十
第3図5'一 アザ シチジ ンを処理 した
ρE70ゐ'Gぴ∫導入キ クにおけ る
G鵬 伝子の発現(Bar-5㎜)
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第4図 ρ盈2ρ'」σ0写導 入キク タニギクにお ける
(}U雪遺伝子 の発現
A葉(Bar-10㎜)
B茎 の縦断切 片(Bar=200μm)
II.植物由来既知配列の有用遺伝子発現プロモーターとしての利用
1.既 知配 列 を利用 した有 用 プ ロモ ー ター の
単離 と発現解析
既 に遺伝子 の解析 を目的 と して単離 ・解析 され
た植物 プ ロモー ターのなかか ら,構 成的 に発現す
る'プロモ ー ター と して 有用 遺伝 子 の導 入 に利 用
可 能 と考 え られ たア ラ ビ ドプシ ス由来 トリプ ト
フ ァン合成酵素 βサ ブユ ニ ッ ト(TSB1)およびブ
イ トクロー ムB(PHYB)遺 伝子 の プロモー ター
を選 出 し,』実用性があ るか評価 した。PCRによっ
て増幅 した各 プロモ ーター領域(P∬ 別,1.5kb;
PP野溜,2.1kb)および対象 の ダイズ退緑斑 紋 ウイ
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第5図 形質転換カルスにおけるGUS
活性値(8試料の平均値)
ルス由来NCRプ ロモ ー ター(Pソ>CR)にGO3
遺伝子 を連結 し,ア グロバ クテ リウム法 によ り
タ バ コ に 導 入 し た 。 対 象 と し て,pBI121
(P353」'σσ∫を含 む)を 同時 に導 入 した。得 ら
れた形 質転換 タバ コにおけるGUS活 性 を調査
し た と こ ろ,PZ∫81"Gα∫,.PP別倣'(兀む,
P1》CR」'σ確 は,カルスで各々P35&'Gα∫の0.72,
0.44,0.46倍.(第5図),葉で2.4,1.5,0.67倍
の活性 を示 した(第6図)。P7認1!'σ肥 お よび
♪PHyB'」σ肥 導入 タバ コの 自殖次世代 植物(播
種2か 月後)を用いて器官別のGUS活 性 を測定
した ところ,葉 だけでな く,花 弁の有色部,が
く,葉 柄,根 にお いて も活性 が検 出 され た。葉
位別のGUS活 性 は,、P∬BI」rσ㏄ 導入 タバ コで
は上位 葉で低 く,下 位 になるほ ど増加す る傾向
がみ られ たが,㎜}B"σ α∫導 入 タバ コで は葉
位 による活性 の差 は判然 と しなか った。成熟葉
の横 断切片 を組織化学 的 にGUS活 性染色 した
ところ,P㎜1,PP別 沼,P353の組織特異性 は
やや異 なっていた(第7図)。 さらに,PZ∫B1,
PP別IB,P%α～,P355に選抜 マ ー カー遺伝子
2>PZπを連結 し,ア グロバ クテ リウム法 に より
タバ コに導入 した後,カ ナマ イシ ンで選抜す る
と,4種ともほぼ同等 の形質転換効率 を示 した。
しか しなが ら,P珊1'」G〔凋 お よびPP㎜ 」ノ(兀確
をイネに導入 して発現 を調査す る と,GUS活性.
は検 出限界以下であ った。 これ らの結 果 よ り,
P∬別 お よびPP別 四 は双子葉植物 である タバ
コにおいて構 成的 に発現す るプロモー ター とし
て有用 である ことが示 された。
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第7図 形質転換 タバコ葉 ・中肋における
組織化学的GUS染色Bar=250μm
2.ト リプ トファン合成酵素 βサ ブユニ ッ ト遺伝 子 プロモータ ーを用いた カーネー ション
に対 す る抗菌性 タンパ ク質遺伝子 の導入
P∬B1に エ ンバ ク由来 の抗 菌性 タンパ ク質であるチ オニ ン遺伝子(、48吻1)を連結 してカ
ー ネー シ ョンに導 入 し,病 害 抵抗 性 を付 与 す る こ とを試 み た。 品種`Scania∵Percian
Pink-Sim∵U.Conn.WhiteSim'の多芽 体葉 片 を用 いて,ア グ ロバ クテ リウム法 に よ り
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P∬β1紐3痂1を導 入 した ところ,形 質転換 体が11個体得 られた。RNAゲ ルブ ロッ ト解析 を
行 った ところ,調 査 したすべての形 質転換体 にお いてチ オニ ンRNAが 検 出 された。 さらに
最 もチオニ ンRNAの 発現量が 多かった形質転換系統(S3-ll-12)につ いて,タ ンパ ク質ゲル
ブロ ッ ト解析 を行 った ところ,生葉1g当た り約2.5μgのチオニ ンタンパ ク質が検 出 された。
形質転換体 にカーネー シ ョン萎 凋細 菌病菌(β〃r肋o娩ア1αcαワgρ妙1〃)を接種 し,抵 抗性 の程
度 を調査 した。その結果,抵 抗性 の程度 とチ オニ ンRNA発 現量 には相関が認 め られ た(第8
図)。 したが って,P∬81"浸3痂1の導入 に よ り,カ ー ネーシ ョン萎凋細菌病抵抗性が付与 さ
れ るこ とが示 された。
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第8図Bμ7肋0146ア'αoαり評op砂11'を接種 したP7ε別 紐 ∫砺1導 入 カーネーシ ョン
接種40日 後の病徴
チオニン転写量相対値 と撞種40日後の病徴指数の相関
1として算出,病徴指数は6ま たは7穂 の平均値
0.4
チオニン転写量相対値はPE7Ωゐ廊 禰1導入タバコ系統5の チオニン転写量を
Ill。植物D閥Aウイルス由来の有用なプロモーターの探索
1.レ ンゲ 萎 縮 ウ イ ル ス 由来 プ ロ モ ー タ 「 の
単 離 と発 現 解 析
レ ンゲ 萎 縮 ウ イル ス(ル微vε 励4wσ ゲv励5,
MDV)は,N卿ov醒ぬ θ科1物〃ovf陶5属に属 す る
植 物 ウ イル ス で,多 粒 子 性 の環 状1本 鎖DNA
ゲ ノ ム を持 つ 。MDVの ゲ ノム と して,大 き さ
が 約1kbで 配 列 の 異 な る11種 類 の コ ンポ ー
ネ ン ト(C1～C11)が見 出 され て い る。 各 コ ン
ポ ー ネ ン トは一単一 のORF,Tκ[A配 列 お よ び
ポ リAシ グ ナ ル 様 配 列 を含 ん で お り,C4
(DNA-C)は細 胞 周 期 関 連 タ ンパ ク質(Clink),
C8(DNA-M)は 移 行 タ ンパ ク 質(MP),C9
(DNA-S)は外 被 タ ンパ ク 質(CP),Cl1
(DNA-R)は複 製 関連 タ ンパ ク質(M-Rep),
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第9図MDVに 由来す る11種類 のコ ンポー ネン トに
おける推定 プロモー ター領域
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C1～C3およびClOは付 属的 な複 製関連 タンパ ク質(S-Rep)をコー ドす る と考 え られてい る。
C5(DNA-Ul)およびC7(DNA-U2)が コー ドす る遺伝子の機能 は不 明であ る。 ウイルス
遺伝 子の発現特性 を明 らか にす るために,PCRで増幅 したすべ ての コンポーネ ン トにお ける
推定 プロモ ー ター領域(Pルκ7～Pル1(:71,第9図)に,各々(兀な遺伝子 を連結 し,ア グロバ
クテ リウム法 に よ りタバ コに導入 した。形質転換 タバ コにおけるGUS活 性 を測定 した とこ
ろ,5種 の 匙ρ遺伝子 プロモ ー ター(P必C1～Pル幻3,PMC10,P必C〃)の活 性 は,カ ル スお
よび葉 において ご く低 レベ ルであ った。Pル1C4～PMC9の活性 は,各 々カルス においてP3∬
の2～10倍(第10図),葉 にお いて0.1～1.3倍であ った(第ll図)。 組織 化学的 にGUS活 性
染色 を行 った ところ,分 裂組織 お よび ウイル スが増殖 す る節部組織 にお いて強いGUS活 性
が確認 された(第12図)。PMC8は 他 の プロモー ター とは異 な り,葉 肉細胞お よび根 の皮層
細 胞 において もGUS活性 が確認 された。 これ らの結果 よ り,MDV由 来 プロモー ターの うち
Pル幻4～P㏄9は 形 質転換 タバ コにお いて強 い活性 を示 し,導入遺伝子発現用 プロモー ター と
して利用で きる可能性が示 された。
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第10図MDV由 来 プ ロ モ ー タ ー の 形 質 転 換 タ バ コ カ ル ス に お け る 発 現
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第11図MDV由 来プロモーターの形質転換 タバコ葉における発現
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第12図 形質転換 タバ コの組織化学的染色Bar=200μm
APMご5"σ 肥 導入 タバコ茎頂縦 断切 片(100μm厚,染 色2時 間)?
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∵G確 導入 タバ コ茎頂縦断切片(100μm厚,染 色18時 間)
G肥 導入 タバ コ成熟葉 中肋 部の横 断切片(80μm厚,染 色2時 間)
Gσ∫導入 タバ コ成熟葉 の横 断切片(80μm厚,染 色2時 間)
Gσ∫導入 タバ コの根(80μm厚,染 色2時 間)
Gσ∫導入 タバ コ成熟葉 の横 断切 片(80μm厚,染 色2時 間)
σα∫導入 タバ コの根(80μm厚,染 色2時 間)
2.レ ンゲ萎縮 ウイルス由来 プロモ ーター朋 の特性解析
MDV由 来 プ ロモー ターの うち,最 も構成 的 に近い発現特性 を示 し,か つ活性が強か った
PMC8に つ い て,導 入遺 伝 子 発 現 用 プ ロモ ー ター と して の特 性 を詳細 に解析 した 。P
ル幻&'GO3導入 タバ コの 自殖次世代植物(播 種2か 月後)を 用 いて器官別 のGUS活 性 を測定
した ところ,葉 だ けで な く,花弁 の有色 部,が く,茎,根 にお いて も強 い活性が確認 された。
葉位 別で は,上 位展開葉 のGUS活 性 が最 も高か った。 また,P財C8に 選抜マ ーカー遺伝子
2>Pτπ を連結 し,ア グロバ クテ リウム法 に よ りタバ コを形 質転換 し,カ ナマ イシ ンに よる選
抜 を行 った ところ,P358!洲Pπ1と同等 以上 の形 質転換 効率(第1表)を 示 した。 さらに
P必C8'」G確をイネに導入 し,発 現 を調査 した ところ,組 織特 異性 はやや異 なるが,P3∬ と
同等 の活性 を示 した。これ らの結果 か ら,PルfC8はP3∬と代 替可能 な導 入遺伝子発現用 プロ
モ ー ター と して遺伝子組換 え植物作 出 に有用である と考 えられた。
第1表 アグロバクテリウム感染60日後の形質転換効率
実験Km濃 度
感染Km耐 性選抜マーカー
切片数 個体数遺伝子
(A)(B)
形質転換
個体数C/BC/A
(C)
1
100mg/1
P耀8
P35S:
200mg/1
Pル幻8
P35S:
z
100mg/1
P献78
P35S:
200mg/1
Pル幻8
P35S:
計
P耀8
P35S:
:NPTII36
1>Pτ万36
?
??
?
?
?
?
?」
?
?
7308置0
540360
'用P7万36
泥Pτπ36
?
?
?
?
?
?
?
??
?」
?
940083
790042
'1VPZ召36
ハ1P7万36
?
」
?
?
??
?
?
?
??
?
720670.
480031
・泥P7π36
NPTII36
?
?
?
?
??
?」
?
?
?
9200.61
870036
〃PZび144
ノ>P7π144
?
?
?
?
?
?
8100.73
640036
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lV.ま と め
本研究 では,導 入遺伝子発現用 プロモー ターの特性調 査お よび開発 を目的 とし,P353改変
高発現 プロモー ターの形質転換植 物 にお ける発現抑制 の解析 お よびP353と代替可 能 と考 え
られるプロモー ター について発現 特性の解析 ・評価 を行 った。その結果,1)P353改変高発
現 プロモー ター によるル シフェラーゼ遺伝 子のPTGSは,細 胞増殖 によって解 除 され ること
が 明 らか にされ,2)P353改変高発現 プロモー ターは,キ クにおいてメチル化 を一因 とす る
発現抑制 を受 けやす く,キクの形 質転換用 プロモー ター として は適 してい ない と考 え られた。
また,3)ア ラビ ドプ シス由来 ア㎜1お よびPPHBは,双 子葉植物 である タバ コにおいて
構 成 的に発現 す るプロモ ー ター と して有用で あるこ とを示 した。 さらに24)MDV由 来 の
ll種類 のプ ロモー ター につ いて形 質転換 タバ コにお ける発現特性 を明 らかに し,5)こ の う
ちP㎜8に ついて さらに詳細 な発 現特性 を調査 し,タバ コだけでな くイネで も発現 するP353
と代 替可能 な植物 形質転換用 プロモー ター と して有用であ るこ とを示 した。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
有 用な遺伝 子組換 え植物 を作 出す るた めには,導 入遺伝子 の発現 を適切 に制御 す るプロモーターの
開発 が必要不可欠 である。代表 的な植 物形質転換用 プ ロモー ター としては,カ リフラワー モザイ クウ
イル ス由来35SRNAプロモー ター(・P3∬)が広 く用い られ てお り,ま たP3∬ を さらに改変 し,高 発
現 を可能に した プ ロモー ター が開発 されてい る。 しか しなが ら,こ れ らのプ ロモー ター を用 いて作 出
され た遺伝 子組換 え植物 においては予期 しない ジー ンサイ レンシ ングが起 こるこ とがある。そ こで,
本研 究 では,P35∫改変高発現 プ ロモー ターの特性解析 を行 うとともに,P35∫と代替 可能 なプ ロモー
ターの開発 を 目的 として,候 補 となるプ ロモーター につい て発現特性 を解析 した。
P35∫改変高発現 プロモー ター に連結 した ホタル 由来ル シフェラーゼ遺伝 子 を導入 した タバ コにおい
ては,高 頻度 に転写後型 ジー ンサイ レンシング(prGS)が起 き,そ の様相 を詳細に解析 した ところ,
PTGSは細胞 分裂 に よ り解 除 され る ことが明 らか となった。またP3∬ 改変 高発現 プ ロ・モー ターは,キ
クにおいて メチル化 を一 因 とす る発 現抑制 を受 けやす く,キ クの形 質転換 用 プロモー ター としては適
していない と考え られ た。
予期 しない導入 遺伝子 の発現抑制 を回避す るための手段 の一つ として,同一 のベ クター 内において,
配列 に相同性 のあるプ ロモーター を反 復 して使用 しない ことが望ま しい。 しか しなが ら,利 用 可能な
プロモー ターが限 られ ているため,P35∫と代替可能で ある新たな プロモー ターを得 る必 要が ある。そ
こで,既 に遺伝子 の解析 を 目的 と して単離 ・解析 され た植物 プ ロモー ター のなか か ら,候 補 として ア
ラビ ドプシス由来 の トリプ トフ ァン合成酵素 βサブユニ ッ ト遺伝子 の プ ロモー ター(PTSB1)および
フィ トクロームB遺 伝子 のプ ロモー ター(PPHYB)を選 出 し,タ バ コお よびイネ における発現 特性 を
解析 して実用性 を評価 した。その結果,こ れ ら2種 類 のプ ロモー ター は タバ コにおいてP35∫に匹敵
す る発 現 を示 し,植 物形質転換用 プ ロモー タ.一として有用 であ ると考 えられた。 さ らに,P∬ 別 にエ
ンバ ク由来 チオニ ン遺伝 子 を連結 し,カ ーネーシ ョンに導入 した ところ,得 られ た形質転換体 におい
てカーネー シ ョン萎凋細菌病抵抗性 が付与 され た。
ま た,1本 鎖DNAウ イ ル ス で あ る レンゲ 萎縮 ウイ ル ス 由来 の プ ロモ ー ターll種 類(PMC1～
Pル1C11)について,タバ コにおける発現特性 を解析 した ところ,、P醒04～以fC9は,葉ではP3∬ の0.1
～L3倍 ,カ ル スではP35∫の2～10倍 の発現量 を示 した。 これ らの うち,最 も構成的 に近い発現 を
示 したPMC8の発 現特性 を さらに詳細 に解析 し,実 用性 を評価 した ところ,PMC8はタバ コだけでな
くイネでも発現す るP35∫と代替可能な植物形質転換用プ ロモー ター として有用であることが示 された。
本研究 は,遺 伝子組換 え植 物 にお ける導入遺伝子 の発 現抑制機構 の一端 を解 明 し,ま た,こ れ まで
未知 であった レンゲ萎縮 ウイルス 由来プ ロモー ターの発 現様 式を明 らかにす る とともに,新 たにP353
に匹敵す る有用 な植物形質転換用 プロモー ター を開発 した。
以上 のこ とか ら,本 論文 は博士(農 学)の 論文 に値す る ものであ り,審 査員一 同は,本 論文提出者
が博士(農 学)の 学位 を授 与す るに値す るもの と認定 した。
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